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人制は、文明の発達していない日三から病気やけがに IJ'(1Mせざるを仰なか η た「そ してそのJ九et4';1







































ドigure0・1.Inhibition of the 






































Figure 0・2.Structures of compounds that inhibit the function of NF-ICB and NF-A T. 
???
3 
これらとは異なり、 Ii.t Mから転~I): f:ì~ fの機能を1;il_~:する化合物の発見を 1I 指して創楽を行な r
た例もある 転勺:f!~ J二Tatはエイズウイルスが持ち、 エイズウイルス遺伝f-の発現に閃わること
が広くM究されていた Rosche十1:はTatを日t;与すれば有効な.:r.イズ薬ーになると・id-え、 まず細胞を
)Il t.、たアッセイ法を破、工したlhb よれを用いてスクリーニングを行なった結果、精神安定剤をl.







Figurc 0・3.Structurc¥ of compound、thatinhibit the function of Tal. 
また先に述べたNI'-KBI.i、免疫j;52Fや炎症作川に必須の遺伝チの発現にi地わることが知られて
いる 。 Ii~j止 Signal PharmaccuticalHはNF-KBの慢能を問書する小分千化合物を発見し、ぜんそく
やi山f!?j炎のjfi時薬としての開発を行なっていることを明らかにしている
Ro 24・7429がどのようにしてTatの機能を問主しているかについてはわかっていないようであ










ある。しかしながら、 そこにでる道は谷弘ではないだろう。それでもその _~主として、 で与る
だけ新しく合開的な方法によって転写州f-に直接作IするようなドIH1;:剤をおIJりた L、このよう




































ACAAAGGAGAOAACACCAGCTτGTTACACCCTOTGAOCCTGCATGGGAτG G A T G A C C C G G .21‘
AGAGAGAAGTGTTAGAGTGGAGGTτTGACAGCCGCCTAGCATTTCATCACOTGGCCCGAG ・.50<
AGCTGCAτCCGOAGTACTTCAAGAACTGC1GATATCGAGCTTGCTACA~GGOACTτT C CIG -9・
、，sSlte
C T 01GGGACTTTCCIAG~OAGOCOTOOCCTOGGCGGGACTGOGGAGTGGCCACCCCTCAOAT 
Is Slte 
U3 rτ 
CCTGCATATAAGCACCTCCTTTTTCCCTGTACTドGGTCTCTCTGGITT A G A C C A G " T C T G A 
TAAI当時開
GCCTGGCAGC守 CTCTGGCTAGCTAGGGAACCCACTCCTTAAGCCTCAATAAAGCTτCCCT




;OAGTGCTTCAAGTAGoC;CτGCC亡GTCTGττGτOTOACτCT ，0 G T A A C T . C . G A T C C C T C -"6
AO..CCCTTT'AGτCAGTG・GOAAAATCTCTAGC .200 





HIV-EPl (HIV・1Enhancer Binding Protein)と命名された:KJI'" HIV-EPIは光に述べたNF-KBと兇な
り、亜鉛フィンヵー蛋白質であることがわかった。また引き続いて、日Ijの2つのグループが
HIV・EPlと同じ蛍[:1質をlP.離して、 PRDII-BF1刈またはMBP-I川と昨んだ。ここで、この貨t!l1'l
は27 17個のアミノ酸を合み全長は298kD と、それまでに知られる届法配列特異的DNA結合蛍 1~1
質の中で最も大きいことがわかった2針。また、この中には2つの亜鉛フインガーが1630アミノ 酸
7 
そこでこのような部物を削る動に l羽わる宿主細胞山来の蛋1'1 質を標的とするこ とはな義i~\; 、。というそれまでに例のないユニークな他をはさんで2組存在する (各組のUlJで-70%の相、当性)
まずHJV-EP1の機能をl温;i?したいと与えた
一
ー Figurc 1・2.[nhlolon ()f Ihe 












200kD と 70kDの2 つの蛍r'1 吹かHIV-1 遺伝 rを活性化することを報行した.'~.H I。 その後、完全な
ぽさを持つIlIV-EPIの実験に成功し、 Jurkat細胞中でHIV-EPIがHIV-I遺伝子発現を活性化する
また、おもしろいことにHIV-EPJIはLTRのにB配列だけでことやCATI'ッセイ泊、により示した川
分子設計第二節なく、 KB配ダIJと配タIJか似たTARDNA (Figure 1 - 1 ) を。忍識することもフットプリンティングil~ や
ゲルシノト法によりIljJらかになった加。TARはHIV-Iの転勺:活't'!，化に関わるHIV・lf41来の蛍ド1't1
Tatが認織するRNAであり川"、 HIV-EP1はTatの機能制御にも関わっているIfJ能門:をノメしている






































Figure 1・3.C tcrmtnal zinc finger 











既ドC~H 2~~~!亜鉛フィンガ-iIil!11Ulf268 y DNAの錯件、のX線結品解析が行なわれてお .J、連続
したl!ijaツインカーかD¥;A，こをきっくよう :DNA上の庖基と結合する様子が明らかにされてい
る.z，。前節でも述べたように、 HIV-EPIは、 2 つのタンデムな C:H2型 !~jうフィンガー (Figure
1 ・ 3)~H(l1 を離れた位置に2組持つ2九 各組のC.H~型 IU~鉛フインガーの構造はNMRスペクトルにより
~'ßlかめられ、 Z1f268やこれまてNMR λベクトルで lifJ らかにされたC~H，J~~.il豆~:}フインガーと同様、






'ki呼JAc-ー ト口、ノ化介物やシ λルフィド化作物 (FigureI・5)が、 HIV-Iの持つヌクレオキャプシ






















Figure 1・5.Structures of 




















Figure 1・6.Zinc binding site of zinc enzymes. 
一1
最近、大塚、杉irlらは抗措抗生物nブレオマイシンの金属結合部iruを、 71L子供与性のおい置











Figure 1・7.Structure~ of the synthetic chelatores reconSlructed from the bleomycin metal core. 
そこで1・3を位鉛配11[了・として転則するとともに (1・3は亜鉛酵よと配位数が異なると考えら
れるが)、 3の鈍像休4や、イミダゾール環の配位能力を変化させるためにトリチル基を導入し
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$cheme I・2!こ示すように、 トリチル誘導体5 ，立、 3 キピ リジ ン{{伝子・ }~ftトリ7.:rニルメチ JJ.，
叫A C向H
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を捕捉して [TLC(Merck 7747)板には蛍光指示薬としてケイ 般恒鉛が合まれているトそれぞれ
の-唖鉛錯体 (6・Zn，7・Zn)が収2キI19o/c(6・Zn)と22%(7・Zn)で生成した。 (それぞれの異性体の主
体構造は、肱光度の測定と亜鉛錯体の対称性を考えることにより決定した。すなわち、 NMRス
Scheme 1・1.Synthesis of compounds 3 and 4. 
11 -15-
ベクトル i二でピリジン環の211}:と6f、工の側鎖のシグナルが非等価に観測されたものをRS-体7とし
た。) これらが，jl~鉛錯体であることは、応分解能質量分析 [HRMS (FAB). calcd for 
C ，H"O.N，Zn 1003.3638. found: 100.'¥.3685 (6-Zn). 1003.3661 (7-Zn)]と原子発光スペクトル
(lnd山 ivelycoupled argon plasma atomlC emlSSlOn spectroscopy)の測定 (計算値の48<fl-)により決
定した。 6 と 7のよの J':.想外の恭助から、その強い 'II~鉛の嫡捉能 )Jが予測された なお、 6・Znは






(Mcrd. 15552 Kle叫 Igel60F川)を使Hlすることにより簡便に確認できた [R，値、 6.0.07: 6-Zn、
したe














Scheme 1・3.Synlhesis 01' 
compounds 8 and 10. 
38 R = J=¥.， • HCI 5alt 





???? ????? Me 10 R =ー c叫 (42%)
Me 










OHC' ~町 、CHO 〆\






Scheme 1-4. Synthesis 
of compound 9. 
生じるが、シリカゲルカラムクロマトグラフィーにより分離が可能である ν
9の合成は11を粍It1して行なっt.(Scheme卜4)0s・アラニン40をメチルエステル化して41を収











お、 6の rHf鉛$:~体は溶液中で2純頒の異性体a、 b として存有することがわかった (CO，OD中でa:b
= 83:17、 CO、00・D~O (4 1) '11でa:b= 70:30 。
次l二、これらの化合物の相対的な鋭鉛配位能力を、 3 との競争 J)(Jî:.~により調べた (eq 1-1 )。す














~~のためと 454えられる。 しか L ながらメチルエステルをカルボキシル基に変えた6では、配{立能
}Jが101行も強まった4 さらl・6のジアステレオマー7では蚊も強い配位能力をノ兵した。なお、
C口、00'11でもIiJじ棋な傾向が見られた。
さら， - 7 と、配位子として!t 化学実験.こも広く使用されている EOTAS~ 則的の曹.鉛配位能力を比
べた。すなわち、 7(1 eq山v)と EOTA(1 equiv)をCH，OH・H、0(4:1)に溶かしてZnSO..7H:0(0.9 
eq山v)を加えたところ、 TLC(Merck 15552)とで7・Znの生成は全く見られなかった。これは、
全ての rll~鉛がEDTAに捕捉されたためと考えられる t また、 7-Zn(1 eq山v)をCH¥OH-H20(4: 1) 
に溶かしEDTA(1 equlけを加えたところ、 7・Zn，.:t完全に消失L亜鉛フリーの7を'}・えることカf
ー18
Table 1・1. CompetitJ¥c .linc btnding cxperiment可of<:ompound、2.3.5，6宅 and7. 
The rallO of zinc complcxes wcrc estimalcd by 11 NMR叩eclrosl'Opy.
ZnS04 




















3 R 1 = Me， R2 = H， 'SS 
5 R 1 = Me， R2 = Tは，'SS 
6 R1 = H， R2 = Trt， 'SS 
7 R1=H，R2=Trt，'RS 
TLC (Merck 15552) 上で観測された。 これは、 EOTAが7・Znから ~I~鉛を引き抜いたためと考えら
れるのこのような結果から、 7の亜鉛配位能}JはEOTAには及ばないことがわかった。
このようにして明らかにされた亜鉛の配似能力の順序をまとめると、
1<2<5<3く 6<7 <EDTA 
となる。
これらの合成化合物がどのようにして rJlI 鉛に配位するのかに L~ する xu ~を作るために、
CO，ODおよび/またはCD)OO-DzO(4: 1)中での、4p.鉛フリ ーの化fT物がrWj:f}を配枕した後の C
NMRスベクトルにおけるケミカルシヌトの変化を調べた ℃シグナルのl，iJ定はオフレゾナンス
スベクトルに必つ'いて行なった。)。 結果をTableI ・2!こノjミサ 6のカルポニル炭払 (carbon7)の
ケミカルシフトは、 3 、 5のそれよりも変化が大きい 。 また、 6 、 ?のイミダゾール J;~f付 bえよの
(carbon 9・11)のケミカルシフトは、 3、5のそれよりも変化か小さし、。3・Zn、5・Znにおいては、
iつのピ jジン環の窒込、 2つの2級アミノ、 2つのイミダゾール環が亜鉛に配位していると考え
られる (3と似た2の銅錯体のX線結品解析が行われ、このような5配位であることが/Jミされた
ー19














Solventa 2/4b 3 5 
B 0.4 ~1.4 -1.1 -1.3 
-0.6 
A 0.5 ::0.6 ー0.6 -0.5 
B -0.2 ミ1.8 -1.0 c 
A 0.4 さ3.6 0.2 -3.5 
B 0.4 ミ2.0 0.1 -3.2 
A 0.4 ~4.8 -0.3 -1.3 
A 0.5 ~4.7 0.2 -3.7 
0.6 -2.6 
B 0.3 ::3.1 -0.4 -2.6 
-0.1 c 













3 R 1 = Me， R2 = H，・SS
5 R1 = Me， R2 = Trt，・SS
6 R1 = H， R2 = Tバ，・SS
7 R 1 = H， R2 = Trt，・RS
7 8 9111 b 
-2.6 -3.4 ~2.8 
-2.5 -4.9 3.3 
-2.8 -4.9 ~2.8 
-5.1 -2.1 1.4 
c -2.7 Q.2 
cー -1.0 ~2.l 
_c -1.3 ~2.4 
c -01.8 ~1. 5 
c -3，.5 ~1.9 












bX/Y: Since signals for the carbons x and y could not be distinguished from each other， 
differences were calculated for al possible conbinations of chemical shift values for x 




ルホ・キシル基が配位に関与していることをノ示していると考えられる内また、 TLC[Merck 5714 
[CH~Cl~-CH、OH (5・1)] 上で、6・Znや7・ZnのR.1直が5・Znのそれに比べて大きいことも、 6・Znや7-Zn
のカルボキシレートアニオンが亜鉛のカチオンによって中和され概性がドがったためと45-えら




た(g.l:3・Cu，2.082;5・Cu，2.079; 6・Cu，2.078;7・Cu，2.078. g，/ 3・Cu，2.370; 5・Cu.2.366; 6-Cu、
































































































1 = C02Me， R2 = H，・SS
4 R1 = C02Me， R2 = H， "RR 
5 R1 = C02Me， R2 = Trt， "SS 
6 R1 = C02H， R2 = Trt， "SS 
7 R1 =C02H. R2=丁目，'RS 
8 R1 = H， R2 = H 
1 Y = 0
2 Y = 2H 
9 
Figure 1・9.Effect of ligand.， 7 and EDTA on the DNA binding of HIV・EPI.HIV-EPl was 
tncubated with each sample in the presence of poly(dI-dC) at room temperature for 30 min. A 
radioactive double-.，tranded oligonucleotide containing a KB site from the mouse K light-chain 
enhancer was added. Sample was loaded 0010 a polyacrylamide band shift gel， and the gel 
electrophoresis wa.， run. 
8 7 6 5 4 3 2 
Figure 1・10.Effect of synthetic chelators and EDTA on the DNA binding of 
HIV -EP 1. aQuantitation of radioactivity of the electrophoretic band was conducted 
using an image analyzer. 













Table 1・3.Effect of zinc in the inhibition 01' thc D、¥binding of HI¥・EPlb) 
compound 3. 
ニれに対してイミダゾール環に代わってカルの低ドが見られた。DNA-boundHIV-EPl. 42勿)
およびEDTAはほとんどエステルをt年つ11、ジメチルアミノ基を持つ10、ポキシ 1レjt を!，~つ9 、
r:n従前1'1:を見せなかった。
DNA-bound HIV-EPl (係)aln compound no. ここでIVJらかとなったmt名活性の順序をまとめると、
。3 (0.7 mM) 1.9，10、11，EDTA < 7く6<5く2，3，4.8
100 0.7 mMn 3 (0.7 mM) 2 半分近くの結合を阻害また30凶4の3は、"什止の傾rilJはImMの濃度でも見られた。であった。
100 2.1 mMc 3 (0.7 mM) 
3 (1.0 mM) 
3 しt.(DNA-bound .IY-EPI: 60%)。 。4 
Figurc 1-1 1， Tablc 1・3'こぶすように、 3によって阻;与されたHIY-EP1とDNAの結合は、亜鉛を
99 1.0 mMh 3 (1.0 mM) 5 また、 3の亜鉛錯体は阻害効果をぶさなかった (Figure1・12)08に/)1えることにより111製した。
77 1.0mMC 3 (1.0 mル1)6 
ついてもよれらとIliJ似の効果が見られた。
94 2.0mMC 3 (1.0 mル1)7 
aQuantitation of radioactivity of the e1ctrophoretic band was conducted 
using an image ana1yzer. bZn2+ was added before addition of HIV-EP1. 









「一一一一「Zn2+ (0.7 mM) 
+ + 










4 3 2 
エチシさらに、強い阻害活性を示した3がDNAと相互作用しないことを碓かめた 3 すなわち、
阻害実験に用いた二本鎖DNAオリゴヌクレオチド (ロpでラベルしていないもウム置換Jf験を、
エチジウムブロマイド (2.1μM)をDNAに結合させた後に3(50 eq山v)の)を用いて行なった。Figure 1・12.Effect of ZnS04 (3 equiv 
of 3， introduced after the adition of HIV-
EP1). 
Figure 1・11.Efect of ZnS04 (1equiv 









たD'ia吋!フ ットプリンティング実験も行なったが、 3(1 mM)を加えても変化は見られなかっ
た。 (['iJじ条件で、 エルサミシン Aによるフ ットプリントは観察されている。) これらより、 3
はDNAと+11川市JIJしないと考えられるの
また~"; : f;~:で述べるように、 3 (1 mM) はNF-lCBの (p65)_ と DNAの結合を阻害しなし、。 (p65)~
レDNAの紡作はJt~皮肉~Jl;l; いこと灯}から、もし3がDNAr 判lli. WflJ することでHIV-EPI ・DNA を 阻





















なお、ピリジン環の4fまにジメチルアミノ基を持たない2 も 3 とほぼ同 じ ~n~J効果を IJミ し たが、
3・ 11のジメチルアミノ悲は分子の水溶性を上げるためにはイi却~~，~. 'llJを果たしたとJ)・えている
また、 3 と l 当訟の塩化銅から生成した3の剣錯体 (3・Cu) も HIY -FPI ・Dt'\A をド[t~gすることがわ
かった [DNA-boundHIV・EPI:2'k (0.7 mM 3・Cu)，71 % <0.7 mM CuCI;)]。これは、 3・Cuの鉢iが亜































_[S ~ .~ 
C6 Type 
Figul'e 2・1.Zinc binding site 














12 n = 1
13 n = 2 
14 R = SMe， n = 1 
15 R = SMe， n = 2 
19 R = OH， n = 2
Figure 2・2.Structures of the designed 
chelators having mercapto and related 
groups. 
Figure 2・3.Zinc-chelating mode 







mtとしての窓味を持つものという観点から、 reバ・フ月チル基およびトリチル基を選んだ。合成は 46をそれぞれ19%、46%、62'1-で合成した。(別途のj法などによる43 、44的、46仙の合成は





















45 46 (62%) 





ド化された22が収tキ!88%で得られた。 22に還元~JNaB凡を加えると、 NpsJ.I;に起 i唱すると思われ
る反応溶液の色の変化(員2色→オレンジ色)が凡られた。引き続きpHをiにして副生成物の2・ニ
42 









AcOH れないように充分な注意が必要である p また、"Jps-Hを除去した後に椴性水浴液を濃縮すること
43.44. or 46 
で、 12の塩酸塩が得られた。12の塩酸塩は12に比ぺて空気酸化を受けにくいが、潮解性を持つ。
16 R = t-Bu， n = 1 (49%) 
17 R =泊u，n=2(39'iも)
18 R =Tパ，n=1(41%)
47 n = 1 (77% from 16。
70% from 18) 







成した (Scheme2・2) 。 また、ヒドロキシル体19 も 10)般にしてアミン52から似'+~ 1 7%で得ることNaBH4orOTI 
ができた (Scheme2・2)3・methyhndole
12と13は空気中で符易にR変化され、ジスルフイト体を与える その iな生成物は、 HRMSか
22n=1(88%) 
23 n = 2 (90%) 
12 n = 1 (75%) 
13 n=2(67%) らそれぞれの環状ジスルフィド20、21と与・えられる (Figure2・4，20: HRMS calcd for CIlH22N~S、:
298.1286. found: 298.1307; 21: HRMS calcd for CI~H:~N~S:: 326.1598. found: 326.1573.) ジスル
























3 13a 13b 12c 12d 14 18 (30μM) 
50 R = SMe， n = 1， HCI sal! 
51 R = SMe， n = 2， HCI sal! 
52 R = OH， n = 2 
14 R=SMe，n=1 (19%) 





Scheme 2・2.Synthesis of compounds 14， 15. and 19. 
Figure 2-4. Structures of 





市に記載したH法に従う)により IJ~べた 。 この際、比較として第 ー市で強い阻害活性を示した3
を月jいた。結果をFigure2-5、2・61こ示すの
環状ジスルフィド20、21から発生させた12、13と、 2・ニトロフェニルジチオ体22、23から発
Figure 2・5.Effect of synthetic chelators (30μM) on the DNA binding of HIV-EPI. 
After HIV-EPl was incubated with each chelator in the presence of poly(dJ-dC) at 
room temperature for 30 min.， a radioactive DNA probe containing a KB site from the 
mouse K light-chain enhancer was added. Sample was loaded onto a polyacrylamlde 
band shift gel， and the gel electrophoresis was run. aOenerated from 21. bOencra!ed 
from 23. cOenerated from 20. dOenerated from 22. 






た 従って12は3 よりも 10倍以上強い阻害活性を示すといえる 。 また、メチルチオ、 tert・ 7~チル
チオ、 トリチルチオ体14-18、ヒドロキシル体19，2・アミノエタンチオール、グルタチオン、
第一章で述べたように、 3によって阻害されたHIV-EPIとDNAの結合は亜鉛を加えると阿保す
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Figure 2・7.f-.ffect 01'IInc inthc 
inhibition of HIV-EPI by compound 
12 (1 mM) generated from 20λn2+ 
wa~ tntroduced before (Iane 3) or 
after (Iane 4) the additton of HIV EPl. 
4 ーー Complex
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12 R = SH， n = 1 
13 R = SH， n = 2 
14 R = SMe， n = 1 
15 R = SMe， n = 2 
16 R = St.Bu， n = 1 
17 R = SI・Bu，n = 2
18 R = STバ，n= 1

























のもあるI>J.~7) 。Figure 2-6. Effect of synthetic chelator~ and mercapto compounds on the DNA 
btndlOg of HIV-EPl. aQuantttauon of radtoactivit)' of the elctrophoretic band 
was conducted using an image analyzer. bGenerated from 22. cGenerated from 
20. dGeneratcd from 23 eGenerated from 21. 
-3.1 
Table 2・1.Effect of 7lnC in thc inhibition of the D'JA binding of HIV -EP I by 
compounds 12 and 13 
第三章
転写因子阻害における選択性






12d( 1.0 mM) 
12d( 1.0 mM) 
12d( 1.0 mM) 





4 900μMι 22 





にあるLTRに、ヒトの街主細胞が持つ転写因子 (AP・1，COup， NF-A T， USF， TCF-Iα， HIV-EPI， 
NF-KB，Spl， TBPなどが推定される)とHIV-lに由来する転写因子Tatが関与して山"遺伝子発現
の制御が行なわれることがわかってきた (Figure3・1)州。さらに、 HIV-lがヒトT細胞J'血病ウイ
ルス (HTLV・1)、 B型肝炎ウイルス (HBV)、ヒトヘルペスウイルス 6(HHV・6)、アデノウイルス
6 1.0 rnNfb 4 
7 2.0mMC 。





( 1.0 mM) 3.0 mMc 12 
JQuanlilalion of radioacltvty of the electrophoretic band was conducted using an image 
analY7er bZn2+ was added before additlOn of HJV-EPI. cZn2+ was added after the 













I ¥ TAR RNA 
HfV-EP1 UBP・1 CTF 
AP・1COUP NF-AT USFTCF・1αNF-KB Sp1 TBP fNT LBP-1 UBP・2 NFI 
釧Iln企企畠OF羽内可";;)<:志方図~災~・・
..53 叶 ω
????…????? ??HTLV-1， HBV， HSV， HHV・6
HIV・1Gene 
Expression 
Figure 3・1.HIV・1L TR binding celular proteins and viruses which could modulate 
HIV -1gene expression. 
一36 -37 






















化されると考えられている~~ I) 放出されt.NF-KBが核に移行して転写を活性化すること (Figure
3・2) などである !"_2~ 判 その機能についても免疫グロプリン、 インターロイキン 2受容体7刷、 イ
ンタ一口イキン 2、インタ-uイキン 6'"， リンホトキシン71、腫務地死因子 αー ヒトインター
フ..r..ロンs7MIなとの、 免疫応答に必須である多様な遺伝子の発現に関与することが明らかとなっ
てきた川 HIV-I 遺伝子の発現に関しては、 NF-KBがinvilroでHIV-Iil伝子の転'与を活性化する
ことがポされた7~.80) また、 HIV・lの増殖に関わることが知られるHIV-INef蛋白質がiNF-KBの市IJ











(TPA. Vlrus. Interfcron s. etc) 。
/ 
lncrease in Level 












Figurc 3・2.Induclon of 

















































少し強い阻害効果を示した [DNA-bound(p50h: 630/c (0.5 mM 6・Zn);48<A (0.5 mM 7-Zn); 28% 












































































J R 1 = C02Me， R2 = H， . SS 
5 R 1 = C02Me， R2 = Trt， . SS 
6 R1 = C02H， R2 = T同，'SS 
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Figure 3・4.Effect of synthetic compounds， 0・phenanthroline.and ZnS04 on the DNA 
binding of (p50h or (p65h・Quantitationof radioactJvlty of the electrophoretic band was 
conducted using an imagemaiyzer.(A)Histogram of the inhlbition of DNA binding of 
(p50h. aColumn 9 shows the results of a reaction in which 7・Znwas added after (p50h was 



























Figure 3・3.Effect of synthetic compounds on the 
DNA blOding of (p50h or (p65h・Afterhomodimer 
(p50h or (p65h was incubated with each compound 
10 the presence of poly(dI・dC)，a radioactive DNA 
probe containing a KB site from the mouse K light-
chain enhancer was added. Sample was loaded onto 
a polyacrylamide band shift gel， and the gel 
electrophoresis was run. (A) Inhibition of DNA 



















Figure 3・7.Discriminative inhibition of 




























IC~'1は3ii品、 30分間のインキユベーションによっては寸∞~\1であったが、 37 Cで8時間インキユ
また、 7・Zn による (p50)~-DNAの阻害においては濃度依存性が見られた (Figu陀 3 ・ 5)0 7・Znの
Figure 3・6.Efect of 7・Znon the DNA binding 
of NF-KB. After NF-KB was incubated with 7・Zn
in the p陀senceof po1y(dI・dC)，a radioactive DNA 
probe containing a KB site from the mouse K 1ight-
chain enhancer was added. Samp1e was loaded 
onto a po1yacry加nideband shi仇ge1，釦 d出ege1
electrophoresis was run. 
Figure 3・5.Dose dcpendence of the inhibition of 
DNA binding of (p50)z by 7・Zn.Quantitation of 
radioactivity of the elctrophoretic band was 
conducted by use of an image analyzer. Condition 






NF-KB (Nuclear extract) 
Fー白司E 回自由国ーー白「
一 + Compound 7・Zn(1.0 mM) 
















































-4一 IK8-α NF-KBの治，~þ.イヒを阻害するものとしては、 1) ;T-酸側、ビタミン E~秀作体州、メルカプト化合物川相
-圃圃圃・ ←一一hcB-α
などの抗酸化剤、キサンチン誘導体帆l州、プロテインキンキナーゼC問符刑1刷、サリチル酸やア
スピリン(緒ぬで記載) 7tなどがある また、 NF-KBp65のアンチセンス化合物川}も知られてい
る
1 2 1 2 3 NF-KB(こ直接作用してそのDNA結合能を阻害すると考えられるものには、先に述べた0・フェ
I'igure 3・8.b.ffect of 7・Znon IKB・αbtndingof p50 beadちorp65 beads. After 
inLubatlon of p50・beadsor p65-beads wtth 7・Zn，lhe radioaclve IKB-αprobe was 
addcd and further tncubated. The bead.. were wa九hedwith btndtng buffer， and 
SDS PAGf=. was run. (A) Inhibition of IK8-αbtndtng 01' p50 beads by 7-Zn. 
(8) Inhlbition of lK8-αbinding 01' p65 beads by 7・Zn.




これより、明らかに7・Znはp50またはp65と、 IKB-αの結合を阻害することがわかった つRelホモ口ジードメインとDNAの結合に亜鉛が関与・していないことがぶされた川討。このかフ _1.
[IK8-α-bound p50: 33% (0.5 mルt7・Zn)，IKB-α-bound p65: 31 % (0.5 mお17・Zn)，IKB-α-bound 
p65: 16% (1.0 mM 7・Zn)]。なお、これらの結合の、 1.0mMの3、3・Zn、5、5・Zn、硫酸亜鉛に
よるIYJ時なIllrgは見られなかった。また、 p50ビーズとDNAの結合も7・Zn(こよって阻害され、 3、
3・Zn、5、5・Zn(こよっては阻害されないことをこのような共沈法を用いて確認した [DNA-bound











MnCI2， FeCl" CoClz， NiClz， CdClz)がNF-KB(p50).とDNAの結合を持11fするかどうかについて、先
に述べたJiiEでゲルシフトア・ノセイを行ない調べた。その私-来、これらの金属の中でCuCIと







分析 [HRM5(FAB). calcd for C~yHμOJ机CuZn. 1165.2855 found: 1165.2867.]から二核錯体と推
定できる lも問答効果を示した [DNA-bound(p50).: 48'k (0.5 mM 7・Zn);44% (0.5 mM 7-Cu); 
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Figure 3・10.TBP binding domain 
of EIA. 
前章までに合成したHIV-EPI-DNA結合の阻害剤は、 iH~鉛を引き依いてEIA と TBPの結合をも
間害する可能性が考えられた。そこでEIA-TBP結合の間持活性を、 TBPビーズを用いる共沈降












































Figure 3・9.Activation of HIV・1gene 


































Figure 3-11. Efect of 3 on TB P binding of E I A.After incubation of E I A 
with 3， TBP-beads was added and further incubated. The beads were washed 
with buffer， and SDS-PAGE was run. 
Table 3・1.Effect of syntheuc chelators and EDT A on the TBP 
binding of E 1 A. 
no. compound TBP-bound EIA (%)3 
3 (10 rnM) 43 
2 3 (50 mM) 30 
3 3 (100 rnM) 12 
4 8 (50 rnM) 41 
5 19 (50 mM) 25 
6 EDTA (50 mM) 100 
aQuantitation of radioactivity of the electrophoretic band was 
conducted using a densitometer. 
-52-
3 R1 = C02Me， R2 = H，・5S
8 R1 = H， R2 = H 








Table 3・2.Effect of zinc in the inhibition of the TBP binding of 
EIA by compounds 3 and 19. 
no. compound Zn2+ TBP-bound EIA (%)3 
2 
3 (50 rnM) 
3 (50 rnM) 
19 (50 mM) 
19 (50 mM) 
22 
+ (10 rnM) 100 
3 66 
+ (10 mM) 42 4 
3Quantitation of radioactivity of the electrophoretic band was 






















(TBP-bound E1A: 22%)。この事実は、阻害が亜鉛の除去に起因することと 一致している
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Figure 3・13.Selective inhibition of HIV・EP1 by synthetic chelator. 
ルシフトアッセイをJ1いて，調べた。その結果、 HIV-EPl・DNAを300μMの濃度で限害した
(Figure 2・6)脂溶性の尚いアルキルチオ体14、15、16、17、18が、 SplとDNAの結合に対して
は!日!濃度で限害効果を小さないことがわかった [DNA-boundSp 1:71 % (14)，96% (15)‘90% (16)、
ゆ0%(17)， 100% (18) また、 HIV・EPI・DNAに対してはカルポキシル体6や7よりも極性の低い
メチルエステル体5の)jが強い阻害効果を示したが(Figure1・10)、Spl-DNAに対しては300凶4




































































3 R I :;C02CH3， R2:;H (" 5S) 
5. Rl:;C02CH3' R2=Trt ("5S) 
6' Rl:;C02H， R2=T同 (・55)
7' R1=C02H， R2"，T同 (・R5)
8: Rl=H， R2=H 
12. n 1 
13 n 2 
10 R=N(CH3)2， n=2 
14 R=SCH3. n=l 
15. R=SCH3・n:;2




















は京都大学化学研究所IR主に依頼し、 HITACHI260・50で測定した。 FAB(，~j分解能質 j比分析
[HRMS(FAB)]スペクトルは日本電千株式会社分析機器技術本部に依頼し、 JEOLJMS-SX I 02A 
で測定した。その他の質詰分析[HRMSor MS(FA8)]スペクトルは京都大午化学研究所質id分析
室に依頼し、 JEOLJMS-DX300で測定した。元来分析(Anal)は京都大学化学研究所元み分析室
に依頼し、 YanacoCORDER MT・5で行なった。HPLCはTOSOH8011シリーズを用い、 254nmで、
検出した。カラムクロマトグラフイー用シリカゲルには、 Cica-MERCK77 34・58を用いた。
HIV-EPIプラスミド、 EIA、TBPプラスミドは、理研ライフサイエンスつくば研究センタ一石


















民030(Mcrck 15696 developed with CH，OH). 
H NMR (CD‘00) 0 2 91(d. J = 6.0 Hz、4H).2.98 (s. 6H). 3.0・3.5(m. 2H)， 3.4・3.6(m、2H).
1.57 (s， 6H)， 3 70 (d. J = 14.0 Hz， 2H)， 6.58 (5. 2H). 6.68 (5. 2H)， 7.0・7.5(m，32H). 
'c NMR (CO，OO) 833.5.40.2，53.1，54.7，63.0.77.6.105.5，122.1， 130.05， 130.14. 131.7， 
138.5， 1401， 144.3. 158.2. 160.2. 176.5. 
IR (KBr) 1420， 1730. 1640. 1490、1440.1160， 1130. 1000.750.700 cm 1.
HRMS (FAB). Calcd for C~IH610.N8: 969.4816. Found: 969.4824. 
4・(Dirnethy1amino)・2，6-bis[[[(5)・l-carboxy-2-[(triphenyl methy I)i midazol・4・y1]ethyl]amino]-
rncthyl]pyridine (6) and 4・(Oimethylamino)-2・[[[(5)・I-carboxy・2・[(triphenylmethyl)imidazol-4・yl]-
ethyl]amino ]mcthylj・6・([[(R)-I-carbox y-2-[(tripheny1methyl)irnidazol-4・yl]ethy l]amino] methyl]-
pyridine (7) 
メタノール (2.5ml)に溶かした5(19.5 mg. 0.0201 mmoりに室温にて0.155M水酸化リチウム
水溶液 (1.3ml， 0 20 mrnol)を加え、室温にて16時間撹作した.反応i&をIN塩酸水溶液によって
tl1fnした後、 j成(E濃縮した。残さを五酸化三リンで乾燥した後、シリカゲルカラムクロマトグ




[α]~ClO +2.2 (c = 1.0， CHCI，) 
RJ 0.58 [Merck 5714 developed with CH2CI2・CH、OH(5 : 1 )]， 0.47 (Merck 15696 developed with 
CH、OH).
-62-
H NMR (CO，OO) 02.6-3.5 (m、6H).2.83 (s， 6H). 3.49 (ABq， s¥'AB = 38.0 Hz， J = 28.0 Hz‘4H)， 
6.15 (5， 2H)， 6.65 (s、2H).6.8-7.5 (m、30H).7.31 (.，.2H). 
'c NMR (CO、00)832.7，40.1. 56.9. 66.2. 77.7. 105 O. 121.8‘130.0. 130.1. 131.8. 139.4‘ 1410， 
144.6， 160.2， 162.2. 182.8. 
IR (KBr) 3380， 1600， 1490. 1440. 1390， 1130. 750. 700 cm 1 
HRMS (FAB). Calcd for C5yHロO.N~: 941.4503 round: 941 4504. 
7 
mp 192・194"c 
民0.39[Merck 5714 developed with CH~CI~・CH 、OH (5 : 1)1. 0.47 (Mcrck 15696 developed with 
CH、OH).
'H NMR (CO)OO) 82.6-3.5 (m， 8H). 3.01 (s. 6H)， 1.78 (d、J= 36.0 Hz. 2H)， 6.39 (5. 2H)， 6.77 
(5， 2H)， 7.0・7.5(m.32H). 
nC NMR (CO，OO) 832.3.40.1.55.5.66.4.77.4， 104.9. 121.8. 129.9‘111.5.139.9、140.7.
144.3. 160.4‘ 162.1. 182.4. 
IR (KBr) 3390， 1600. 1490， 1440、1390.1130， 750. 700 cm I 






IH NMR (COC1)) 8 2.78 (t， J = 6.0 Hz. 4H). 2.90 (t， J = 6.0 Hz. 4H). 2 96 (日、6H)，3.78 (s.4H)， 
6.33 (s. 2H)， 6.74 (5， 2H)， 7.46 ($，2H). 
IR (KBr) 3400， 2920、1600，1430， 1380. 1210. 1 100， 980. 820. 620 c rn・I
HRMS. Calcd for ClyH2SNs: 368.2436. Found: 368.2407. 
4・(D1methylamlOo)・2.6-bi5[[[3-(dimethylamino)propyl)amino )methyl]pyndine (10) 
メタノール (5.4ml)にi容かしたN，N-ジメチル・1，3・フロノfンシアミン (39、56.0mg. 0.548 
mmoりに、粉砕後強いバーナーの炎で 1時間加熱したモレキュラーシーブス3A(0.55 g)を加え、
引き統き宝溢にて4・(ジメチルアミノ)ピリジン・2，6・ジカルポアルデヒト (48.8rng， 0.274 mmol) 
を加えた。室温にて16時間撹排した後、同温度にてシアン化水会化ホウ紫ナトリウム (95%、




ク口口メタン:メタノール=10:1から1:5まで段階的に変化)によ って柿製し、 10(39.9 mg，42%) 
を油状物質として得t.
'H NMR (CDCI，) O 2 16 (quint， J = 6.0 Hz. 4H). 2.41 (~. 12H). 2.72 (l， J = 6.0 Hz， 4H)， 3.00 (s， 
6H)， 3.12 (l. J = 6.0 Hz， 4H)， 4.05 (s， 4H)， 4.64 (br， 2H)， 6.44 (s.2H). 
"C NMR (CD，OD) O 25.3，40.4.45.3.48.3. 53.5， 58.7， 106.5， 155.0， 158.6. 
IR (KBr) 3180，2920.2680. 1600. 1540， 1460， 1390. 1210. 1150，980，830 cm・I
HRMS. Calcd for CI9H1KNゐ:350.3157. Found: 350.3146. 
[2・(Mclhoxycarbonyl)elhyl]amine(41) 
メタノ ル (455mりに溶かしたβアラニン (40，10.1 g， 0.113 mol)に5・Cにて塩化チオニル
(33.2 ml.0.455 moりを滴下し、室温にて4日間撹持した 反応液を減圧漉縮した後、残さにメタ
ノール (50ml)を加え、引き続きエーテル (900ml)を加えた 5 Cで1.5日間放置後、析出した
結『ilzをろ過し、五酸化二リンで乾燥して41.HCI(14.9 g，95%)を白色結品として得た。
mp 104・105・c




'H NMR (CD)OD) 8 2.71 (t， J = 6.5 Hz， 4H)， 3.03 (t， J = 6.5 Hz， 4H)， 3.10 (s， 6H)， 3.70 (s，6H)， 
4.00 (S， 4H)， 6.71 (s，2H). 
1、CNMR (CD)OD) 833.9，40.5， 45.7， 53.5， 53.6， 106.1， 155.5， 158.8， 175.5. 
IR (KBr) 3390， 2920， 1730， 1610， 1440， 1390， 1210， 1080， 1000，830 cm 1.
HRMS. Calcd for C17H2SN，04: 352.21 ]0. Found: 352.2093. 
4・(Dimelhy1amino)・2，6・bis[[(2・carboxyethyl)amino]methyl]pyridine(9) 





'H NMR (CD)OD) o 2.53 (t. J = 6.0 Hz. 4H). 3.05 (s. 6H). 3.16 (l. J = 6.0 Hz. 4H). 4.17 (s.4H)， 
6.67 (s，2H). 
MS (FAB) mlz 325(M+H)三
1の亜鉛錯体(1・Zn)
3-Znの合成法(後述)に従って1から合成した】
'H NMR (CDPD-D20(4: 1) O 3.3・3.5(m， 4H)， 3.79 (s， 6H). 6.86 (s， 2H)， 8.04 (s， 2H). 8.22 (m、
3H). 




'H NMR (CDJOD-D20(4:1) 82.72 (d， J = 15.6 Hz. 2H)， 3.1・5.0(m， 8H)， 3.68 (s， 6H)， 7.16 (s， 
2H)， 7.54 (s， 1 H)， 7.58 (s， 1 H)， 7.8・8.5(m，3H). 
3の亜鉛錯体(3・Zn)
車メタノール・垂水 (4:1，0.5 ml)に溶かした3(24.0 mg， 0.0495 mmol)に室温にて硫酸亜鉛七水
利物 (15.7mg，O.0546 mmol)を加え、 3-Znの溶液を得た。
'HN恥lR(CDJOD) 82.7・3.5(m， 6H)， 3.1 1 (s， 3H)， 3.13 (s， 3H)， 3.71 (s， 6H)， 4.J 6 (ABq， dvAB = 
86.0Hz， J = J 8.0 Hz， 4H)， 6.68 (s， 2H)， 7.15 (s， 2H)， 8.45 (s，2H). 
nC NMR (CD30D-D20 (4:1) 827.9，39.8，52.0，53.4， 63.6，103.8， 104.3， 117.0， 136.2， 139.2， 
155.9， 158.4， 158.6， 173.7. 
IR (KBr) 3120， 2910， 1730， 1620， 1540， 1440， 1390， 1110， 1030，840，610 cm 1.
HRMS (FAB). Calcd for ~3H3ρ4NgZn: 547.1760. Found: 547.1794. 
5の亜鉛錯体(5・Zn)
3・Znの合成法に従って5から合成した。
IH NMR (CD)OD) 82.68 (d， J = 8.0 Hz， 4H)， 3.14 (s， 6H)， 2.9・3.4(m， 2H)， 3.33 (s， 6H)， 4.21 
(ABq， dvA8 = 212.0 Hz， J = 20.0 Hz， 4H)， 6.72 (s， 2H)， 6.93 (s， 2H)， 6.9・7.6(m， 30H)， 8.68 (s， 
2H). 
13C NMR (CD)OD) 828.6， 40.7，53.1，54.2，65.0，79.1，104.9，123.3，130.4，130.5， 13l.6， 137.6， 
143.4，157.7，159.6， 174.0. 
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IR (KBr) 3410. 1730. 1620， 1490‘1440， 1120. 1030， 750句 700cm・I
HRMS (FAB). Calcd for Ct ;H~~O~l'丸Zn. 1031.3951. I-ound: 1031.3949. 
6の!甑鉛鈴体(6・乙n)および7の亜鉛錯体(7・Zn)
メタノール(5.9ml)に溶かした5(42.6 mg， 0.0440 mmol)に室温にて0.155M 水酸化リチウム
水溶液(2.8ml，0.43 mmol)を加え、室温にて 8時間撹作した c &Jî:.~i夜を 1N 塩酸水溶液によっ
てpH4とした後、減圧濃縮したc 残さを五酸化Jリンで乾燥した後、シリカゲル分取用TLC
(Mcrck 7747，シク uuメタン:メタノール=5: 1)によって和製し、ふZn(8.5 mg， 19%; complex 
A:complcx B = 81: 17)と7・Zn(9.7 mg，22%)をそれぞれ淡貨色同体として得た。
6-Zn 
IH NMR (CO‘00) O 271 (d. J = 4.4 Hz. 4H). 3.10 (s， 6H)， 3.28 (1， J = 4.4 Hz， 2H)， 3.92 (ABq， 
syAS= 1616 H7.J= 16.9 Hz，4H)， 6.61 (s.2H)， 6.92 (s，2H). 7.1・7.4(m， 30H)， 8.40 (s， 2H) 
(complex A). 
'c NMR (CO‘00) O 10.6.405，53.4.67.4.792. 1052. 122.7， 130.3. 130.4， 131.6， 139.5. 142.4、
1437， 1566. 1598. 177.7 (complex A). 
'c NMR (CO.OO) o 31.7、40.5‘55.6.67.4， 78.2，104.7， 122.1. 130.1， 130.2， 131.6. 138.9. 141.2. 
1442. 155.4. 1598 (complex B). 
IR (KBr) 3410. 2920. 1620， 1490， 1450， ]390. 1260， 1090， 1040，800，750、700cm.l. 
HRMS (FAB). Calcd for CS9HH04NgZn: 1003.3638. Found: 1003.3685. 
7-Zn 
IH NMR (CD‘00) O 2.7・3.4(m， 6H)， 3.09 (s， 6H)， 3.6・3.8(br， 1 H)， 3.98 (ABq， .DvA8 = 208.0 Hz， 
J = 20.0 Ilz， 2H). 4.2・4.4(br、1H). 6，55 (s， 1 H)， 6.59 (s， 1 H)， 6.80 (s， 1 H)， 6.95 (s， 1 H)， 7.0-7.5 
(m. 31 H). 8.49 (s， 1 H). 
IIC NMR (CD、00)o 31.0. 31.5、40.6.51.8.52.9.66.6，66.8，77.8，79.1，105.1， 105.5， 122.0， 
122.7. 130.1， 130.2， 130.3. 130.4. 131.6、131.7.139.2. 139.9， 140.6， 142.3， 143.6， 144.5， 155.7. 
156.6. 159.8. 
IR (KBr) 3410‘2920. 1620. 1490. 1450， 1390， 1260， 1090、1030，800，750，700cm.l. 
HRMS (FAB). Calcd for CWH5~0~N，Zn: 1003.3638. Found: 1003.3661. 
オリコ・ヌクレオチドの7・末端標識
二本鎖ONAオリゴヌクレオチドとしては、マウス免疫グロプリンκ軽鎖のエンハンサーの一部









ムを合む、緩衝液A[50 mM Tris-HCI， pH 7.8. 0.5 mMビDTA. 0.4 M NaCl， 5 mM MgCI~. 5% (vol/vol) 
グリセリン，0.1mM PMSF， 0.1 mMジチオトレイトールlを初波及が5%となるように懸濁した。
氷中に30分間放置し、液体窒素による凍結と融解を21il1行なった。EOTAとNP-40をそれぞれ終
濃度がImMと0.5%(vol/vol)になるように加え、組.1' i，皮破砕処理 (10sec x 5)を施し、遠心分離
(5.000叩m、10分間)を行なった。不溶性画分を緩循il主B[10 mM Tns・HC1.pH 7.8. 1 mM EOTA、
0.4 M NaC1.0.5% (vol/vo1) NP・40，5% (vol/voりグリセリン.0.1mM PMSF.O.I mMジチオトレイ
トール]で洗浄し、 Urea緩衝液 [50mM Tris-HCI. pH 8.0. 1 %トリトンx-ωO.6 M Urea. 5'7c 
(vol/vol)グリセリン.0.1mM PMSF. 0.1 mMジチオトレイトール]に溶解させたc 氷中にl時間




HIV-EPI (約500ng)、合成化合物、 Binding緩衝液 (15mM Tns-HCI. pH 7.0、75mM NaCI. 1.5 
mM EOTA， 1.5 mMジチオトレイトール，7.5%グリセリン.0Yf NP-40. 1 J.lg/μI BSA)、4'kメタノー
ル、 poly(dI-dC)(2.4μg)を含む反応溶液を20Cで30分fHl放慨した 50_~端標識オリゴヌクレオ
チト (30.000 cpm)を加え、 20.Cで15分間放置した。反応溶液(全ii:24μ1 )を4'kポリアクリルア




75 mM NaCI、20mM Tris・HCI(pH 7.0)水溶液中に溶かしたエチジウムブロマイド (2.1μM)
にオリゴヌクレオチド (ゲルシフト実験に用いたもの、ただしl:pでラベルしていないもの、 l
equiv)を加え、蛍光を測定した (励起波長:505 nm、590nmlこ最大波長を持つ蛍光スペクトル
を測定、 HITACHIF・3010を使用)。 さらに、 3(50 equiv)を加え、スベクトルの変化を調べた。
DNase rフットプリンティング実験
r.4LtJMRぷDNA断Jl(約2000cpm)、1mM 3、22mM Tris-HCI， pH 7.0、1mM MgCI2、83mM 
NaCI、4%メタノール、超背波処理した子牛胸腺DNA(1μg)を含む反応溶液(全量18μ1)を20
Cで211.~IlIJ政問した 0.0014 unitのDNase1を加え、 20・Cでl分間インキュベートした。 500mM 
EDTA 2μ!と3M附般ナトリウム溶液(pH5.0) 2μlを加え、エタノール沈殿を行ないDNAを回収
した 3μlの涼動m緩衝液 (95%ホルムアミド.10mM EDTA， 0.01 %プロモフェノールブルー)








室溢にてten・フ・チルアルコール (4.3ml.46 mmol)を加え、 11時間加熱環流した。反応液を減圧
濃縮した後、残さを五酸化二リンで乾燥した。粉昨後、アセトン (20ml)で4回洗浄した 何ら
れた国体を4N塩酸水溶液から再結品することにより、 43・HC1.1I3H20(1.19 g， 19%)を白色結品
として得た。
mp 190・193.C 
IH NMR (CD~OD) O 1.32 (s， 9H)， 2.79 (t， J = 7.0 Hz， 2H)， 3.07 (t， J = 7.0 Hz，2H). 
IR (KBr) 2950， 1600， 1450， 1360， 1250， 1160， 1130， 1070，930，910，730 cm 1.
MS (FAB) mJz 134 (M+Hf. 
Anal. Calcd for C6H1sNS.HCI.I13H20: C， 41.01; H，9.56; N，7.97. Found: C，41.32; H，9.47; N. 
8.21. 
4・(Dimethylamino)・2，6・bis[[[2-(ten-butylthio)ethyl]amino]methyl]pyridine (16) 
メタノール (3.0ml)に溶かした4・(ジメチルア ミノ)ピリジン・2，6-ジカルポアルデヒド (31，102 
mg， 0.572 mmol)と43・HCI.l/3HP(195 mg， 1.1 1 mmol)に室j品にてシアン化水素化ホウ点ナトリ




IH NMR (CDCIJ) O 1.30 (s， 18H)， 2.76 (t， J = 6.0 Hz， 4H)， 2.90 (t， J = 6.0 Hz， 4H)， 3.19 (s，6H)， 
4.01 (s， 4H)， 5.92 (brs. 2H). 6.65 (s.2H). 
IlC NMR (CD30D) O 28.7.32.2，40.6，44.1.50.5，53.3， 106.3， 155.6. 158.9. 
IR (KBr) 2960. 2320. 1610， 1550， 1460. 1390， 1360. 1160， 1120 cm 1.
HRMS (FAB). Calcd for ~IH4INふ:413.2773. Found: 413.2740. 
4・(Dimethy1amino)・2.6-bis[[N-[(2・nitrophenyl)thio]-N-[2・[(2・nitrophenyりdithio]ethyl]amino)-
methyl]pyridine (47) 
酢酸(0.9mりに溶かした16(10.5 mg， 0.0254 mmol)に室温にて塩化2・ニトロベンゼンスルフ エ
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mp 88・91 C 
'H NMR (COCI.) 02.93 (1， J = 6.0 Hz、4H)，3.03 (s， 6H)， 3.51 (br， 4H)， 4.34 (br， 4H)， 6.50 (s， 
2H)，7 19-7.39 (m， 4H)， 7.53・7.76(m， 4H)， 8.01-8.33 (m，8H). 
"C NMR (COCl.) 036.7， 39.3， 55.6，63.6，104.6，124.8，125.1，125.9，126.0，126.1， 127.1， 133.9， 
134.1，1372，142.1，145.1，145.3，155.6，156.4. 
IR (KBr) 1420， 1590， 1510， 1330， 1300，730 cm 1.
HRMS (FAB). Calcd for C.，H1，Ollt、1~S6: 913.1059. Found: 913.1068. 
4・(DImeth) lamino)・2，6-bis[[N-[2-[(2・nitropheny1)dithio]ethyl]amino ]methy1]pyridine (22) 
ジク UDメタン・メタノール (2:3，2.5 ml)に溶かした47(17.8 mg， 0.0195 mmol)に室jEにて3




ロロメタン:メタノール=10: 1)によって精製し、 22(10.4 mg，88%)を貨色同体として得た。
'H NMR (CDCI3) 02.90 (t， J = 7.0 Hz， 4H)， 2.92 (t， J = 7.0 Hz， 4H)， 3.06 (s， 6H)， 3.57 (brs，2H)， 
3.84 (s， 4H)， 6.46 (5， 2H)， 7.26-7.42 (m， 2H)， 7.62・7.75(m、2H)，8.20・8.39(m， 4H). 
13C NMR (CO、OD)039.3， 40.3， 48.8，55.5，105.9，127.9，128.5，129.3， 136.2，138.8，147.8， 
1582， 159.7. 
IR (KBr) 3420.2920， 1600， 1510， 1340， 1300，730 cm 1.
HRMS (FAB). Calcd for C:~l七1 0.N6S.: 607.1290. Found: 607.1264. 
4・(Dlmethylammo)・2，6-bis[[(2・mercaptoethy1)amino]meth} I]pyridine (12) 
メタノール (11mりに溶かした22(43.6 mg， 0.0718 mmol)に笠j品にて水会化ホウ素ナトリウム
(40.9 mg， 1.08 mmol)を加え、室温にてl時間撹持した。反応液を減[と濃縮した後、水 (14ml) 
を加え、 INJ証酸水溶液により pH1とした。ジクロロメタン (45ml)で4阿洗浄し、水溶液を飽
.70-
和炭酸水点ナトリウム水溶液によりpH6・?とした。ジクロロメタン (4501)で5回抽出した後、
抽出液を減圧濃縮し、 12(16.3 mg‘7SC7c)を無色油状物質と して得た。12の塩酸塩淡黄色固体、
吸i，~性) は、 七の反応液をpH1としジクロロメタン洗浄した{走1-水?t:t液を濃縮して得た。
12 
'H NMR (CDCI3) 02.65 (1， J = 6.5 Hz‘4H)，2 89 (1， J = 65Hz， 4H)， 3.01 (s. 6H)， 3.84 (s，4H)， 
6.34 (s，2H). 
1JC NMR (CO、00)025.4， 40.3，53.6， 55.1. 105.9、1584，1号9.2.
HRMS. Calcd for CIJH2~N~S2: 300.1442. Found: 300.1432 
HCI salt of 12 
'H NMR (CO，¥OD) 02.93 (t， J = 7.0 Hz， 4H)， 3.30 (包，6H)， 3.39 (1， J = 7.0 Hz， 4H)， 4.48 (s，4H)， 
7.29 (s，2H). 
"c NMR (CD30D) 021.8，41.7，49.5， 52.7， 110.6， 145.9，.159.9 
IR (KBr) 3390， 2920， 2740、1640，1570， 1410 cm 1.
HRMS (FAB). Calcd for C1JH~5N~S~: 301.1521. Found: 301 1528 
20の物性
i炎貨色国体
'H NMR (CDC1.) 02.87 (t， J = 6.5 Hz， 4H)， 2.99 (t， J = 6.5 HL， 4H)， 303 (s. 6H)， 3.84 (s.4H)， 
6.48 (5，2H). 
LlC NMR (CO.OD) 039.6， 40.4， 49.2， 55.5， 105.9， 158.4， 159.4. 
HRMS. Calcd for CI1H22N.S2: 298.1286. Found: 298.1307. 
[2・[(Triphenylmethyl)thio]ethyl]amine (44)仙
1f7酸 (37ml)に溶かした2・アミノエタンチオール泡般塩 (42，4.05g，35.7 mmol)に60.Cにてト
リチルアルコール (9.29g，35.7 mmol)を加え、引きあtき60Cにて fフ J化ホウ素エテルエーテ
ル(5.2ml，41 mmol)を一度に加えた。 80.Cにて30分間撹作した後、主温に戻した 45分後にエ
タノール (54mりと水 (18mりを加えた後、室温にて酢敵ナトリウム (1g)を加え、引き続き水
(140 ml)を加えた 5.Cにて一晩放置後、析出した結品をろ過し、水 (50ml)で2回、次にアセ
トン (5mりでl回、最後にエーテル (50ml)で2同洗浄した。 托酸化二リンで乾燥して、
44・HCI'I/2H20(6.05 g，46%)を白色結品として得た
mp 88・91.C 
'H NMR (CD)OO) 02.47 (t， J = 6.0 Hz， 2H)， 2.50 (t， J = 6.0 Hz， 2H)， 7.2-7.5 (m， 15H). 
IR (KBr) 3450， 2920， 1590， 1490， 1440， 1380， 1180， 1080， 1010，740，690 cm '.
71 
MS (FAB) mlz 338 (M+H、O+H)'. IR (KBr) 2950，23]0， 1610、1540，1460. 1390‘1360. 1160. 1110 cm 1. 
HRMS (FAB). Calcd for ~3H~5N~S:: 441.3086. Found: 441.3081. 
4・(Dimethylamino)・2.6・bis[[[2-[ (tnphenylmethyl)thio ]ethyl ]amino ]methyl]pyridine (18) 
16の合成法に従って44.HCI.1/2H:Oから合成したc 18は白色結品として得られた(収率41o/cL
mp 6567 C 
'H NMR (CDCI，) 02.35 (t. J = 7.5 Hz， 4H)， 2.38 (t， J = 7.5 Hz， 4H)， 3.14 (s， 6H)， 3.70 (s，4H)， 
4. 72 (br~ ， 2H)， 6.57 (s， 2H)， 7.0・7.5(m，30H). 
"C NMR (CD，OD) 033.3， 40.8， 49.5，52.4， 68.8，106.0，128.7，129.8，131.5， 146.9， ]55.2， 159.4. 
JR (KBr) 3430， 1630， 1600， 1440， 1120， 1030，740，700，450 cm 1. 
HRMS (FAB). Calcd for CSIHHN4S2: 785.3712. Found: 785.3712. 
4・(Dimethylamino)-2，6・bis[[N-[(2・nitrophenyI)thio 1-N・[1-[(2・nitropheny 1 )dith io )propy]] ami no 1-
methyl]pyndine (48) 
[3・(lert-ButyIthio)propyl]amine (46)65) 
47の合成法に従って、 17から合成した 48は黄色間体として伴られた(収呼~ 61 %)。
mp 51・54.C
'H NMR (CDCI3) 0 1.99 (quint， J = 6.5 Hz， 4H)， 2.72 (t， J = 6.5 Hム4H)，2.97 (s， 6H)， 3.32 (br， 
4H)， 4.27 (br， 4H)， 6.42 (s， 2H)， 7.17・7.35(m， 4H)， 7.52-7.67 (m， 4H)， 7.93-8.04 (m，2H)， 
8.13・8.32(m， 6H). 
IlC NMR (CDCI3) 028.1， 35.8， 39.3， 55.7， 64.2，104.4， 124.7，125.1，126.0，126.1，127.2，133.7、
134.0， 137.6， 142.2，145.5，145.9，155.5，157.4. 
IR(KBr) 3410，1590，1510，1330，1300，730 cm l • 
HRMS (FAB). Ca]cd for CWH~8S608: 941.1372. Found: 941.1368. メタノ ール (1001りと水(1001)に溶かした子クロロプロビルアミン塩酸塩(45，1.08 g， 8.31 
O1mol)に5CI-てtert・フPタンチオール (9.3m1，82 mmoりを加え、引き続き5.Cにてメタノール (5






'H NMR (CD，OD) 0 1.33 (s，9H)， 1.91 (quint， J = 7.0 Hz， 2H)， 2.63 (t， J = 7.0 Hz， 2H)， 3.02 (t， J 
= 7.0 Hz，2H). 
IR (KBr) 2960， 1600， 1490， 1440， 1360， 1]70， 1010， 960， 840 cm 1. 
MS (FAB) mlz 148 (M+Hr. 






) 0 1.90 (quint， J = 7.0 Hz， 4H)， 2.74 (1、J= 7.0 Hz， 4H)， 2.82 (t， J = 7.0 Hz， 4H)， 
2.91 (brs， 2H)， 3.00 (s， 6H)， 3.76 (s， 4H)， 6.39 (s， 2H)， 7.27・7.42(m， 2H)， 7.62・7.76(m，2H)， 
8.21-8.34 (m，4H). 
IlC NMR (CD)OD) 030.5， 37.5，40.3，48.9，55.6，105.9，127.9，128.5，129.3， 136.2， 138.8， 147.8， 
158.3， 159.2. 
IR (KBr) 3430， 2920， 1600， 1510， 1330， 1300，730 cm '.
HRMS (FAB). Calcd for ~7H3504N6S4: 635.1602. Found: 635.1594. 
4-(Dimethylamino)・2，6・bis[[(3-mercaptopropyl)amino]melhyl]pyridine (13) 







) 0 1.85 (quinl， J = 7.0 Hz， 4H)， 2.63 (t， J = 7.0 Hz， 4H)， 2.76 (t， J = 7.0 Hz， 
4H)， 3.00 (s， 6H)， 3.75 (5， 4H)， 6.42 (s，2H). 
IlC NMR (CD)OD) 023.5，35.0，40.3，49.1，55.5， 106.0， 158.3， 158.8. 
HRMS. Calad for C'5H2SNふ:328.1755. Found: 328.1743. 
16の合成法に従って、 46.HCI.1/3H20から合成した。17は薄い紫色の油状物質として得られた
(収率 39%)。
'H NMR (CDCI) 0 1.29 (s， 18H)， 1.95 (q山nt，J = 7.0 Hz， 4H)， 2.62 (t， J = 7.0 Hz， 4H)， 2.95 (t， J 
= 7.0 Hz， 4H)， 3.12 (s， 6H)， 4.03 (s， 4H)， 6.54 (5， 2H)， 6.69 (brs，2H). 
J3C NMR (CDPD) 027.1， 29.5， 32.2， 40.4， 43.9， 49.3， 53.6， 106.7， 154.6， 158.4. 
-72- ? ????
HCI 5alt of 13 
H NMR (CO 00) 02.11 (quint， J = 6.5 Hz. 4H). 2.67 (t‘J = 6.5 Hz. 4H)， 3.3-3.4 (m‘4H)，3.33 
(s. 6H)， 447 (s， 4H). 7.34 (s. 2H). 
C NMR (CO 00) 022.7， 32.1. 41 8.48.9.49.6. 110.7. 145.7. 160.1. 
IR (KBr) 3390. 2920， 2760. 1640， 1570， 1420 cm 1. 
HRMS (トAB)Calcd for C'IH.~N~S~: 329.1834. Found: 329.1840. 
21の物性
i炎此色1M休
'H NMR (CDCI，) 0 1.93 (quint， J = 6.5 Hz， 4H)， 2.6-2.9 (m， 8H)， 3.01 ($， 6H)， 3.79 (5， 4H)， 6.43 
(s，2H). 
I'C NMR (CD、00)030.3， 37.8， 40.4， 49.2，55.6，106.1，158.4， 158.8. 
HRMS. Calcd for CI~H2~N4S~: 326.1598. Found: 326.1573. 
[2・(Mclhylthlo)elhyl]amlOe(50)制
2・クロロエチルアミン海般塩 (49，2.20g， 18.9 mmol)に室温にてメチルメルカプタンナトリウ
ム溶液 (ca.15Ck， 88 ml， ca. 190 mmol)を加え、室温にて30時間撹作した。IN塩酸水溶液によ り
pH 1とした後、減圧下でメチルメルカプタンを留去した。飽和炭酸水本ナトリウム水溶液によ
りpH7とした後、ジクロロメタン (200mりで3回抽出した。1.0M塩化水ぷジエチルエーテル溶
液 (40ml)を加え、 i成!上濃縮して50・HC1(0.459 g， 19%)を淡貨色結IR1として得た。
mp 137-140・c




'H NMR (CDCI，) 02.12 (s， 6H). 2.75 (t， J = 6.0 Hz， 4H)， 2.97 (t， J = 6.0 Hz， 4H)， 3.21 (s，6H). 
4.07 Cs， 4H)， 5.13 (brs， 2H)， 6.66 (s，2H). 
'c NMR (CO‘00) 0 15.9， 34.2， 40.5， 48.8， 53.4， 106.3， 155.9， 158.9. 
IR (KBr) 2910，2320， 1610、1540，1430， 1390、1120cm 1.
HRMS (FAB). Calcd for C，~H29N4S!: 329.1834. Found: 329.1821. 
4・(Oimethylamino)-2，6・bis[[[3・(methylthio)propy1]amino ]methyl]pyridine (15) 
74-
16の合成法に従って、 [3・(メチルチオ)プロ ビルlアミン塩般弘 (51)から合成した。 15は薄い
背色の油状物質として得られた(収率 13~そ)。
H NMR (CDCIJ) 02.03 (quint， J = 6.0 Hz. 4H). 2.10 (s. 6H). 2.61 (t. J = 6.0 Hz.4町、 3.02(t， 
J = 6.0 Hz， 4H)， 3.10 (5， 6H)， 4.09 (s， 4H)， 5.94 (brs. 2H)， 6ラ3(s，2H) 
もCN恥fR(CO、00)016.0、28.3，32.8，40.4.50.2.53.6，1066.1547. 158.5. 
IR (KBr) 2910，2310， 1610， 1540， 1430. 1390、1110cm 




'H NMR (CD，OO) 0 1.98 (q山nt，J = 6.0 Hz， 4H)， 3.05 (s， 6H)， 3.18 (1， J = 6.0 Hz， 4H)， 3.72 (t， J 
= 6.0 Hz， 4H)， 4.20 (5， 4H)， 6.69 (5，2H). 
l、CNMR(CO、00)030.7，40.3，48.2‘53.1. 61.5，106.7， 153.6， 158.4. 
IR (KBr) 3360， 2920. 1610， 1550， 1440， 1400， 1220， 1070， 840 cm . 
















p50ビーズ(またはp65ビーズ)、合成化合物、Bindin緩衝液 (20mM Tris-HCI， pH 7.5， 150 
mM NaCI， 0.2% Triton X・100)、4% メタノールを含む反応液を、室温で40分間振とうした。3SS
.メチオニンでラベルした11CB-α (invitro転写、翻訳反応により合成)を加え (全量200μ1)、
EIAとTBPビーズを用いた共沈降実験




E1A、合成化合物、 Binding緩衝液 (50mM HEPES， pH 7.2，250 mM NaC1， 1.5 mM EDTA， 1.5 





Adenovirus-2 E1A (13S-5) rabbit polyclonal IgG; Santa Cruz Biotechnology，二次抗体:HRP-Goat 
Anti-Rabbit IgG (H+L) DS Grd; 2YMED]によ り検出し、阻害活性の評価はレーザーデンシトメー
ター (LKBModel 2222 U1tro-Scan XL)を用いて行なった。
定量することで行なった。
p50ビーズ、合成化合物、 Binding緩衝液(15mM Tris・HCI，pH 7.0，75 mM r、laCI，1.5 mM 
EDTA， 1.5 mMジチオトレイトール，7.5%グリセリン，0.3%NP-40， 11lg!μ1 BSA)、4%メタノール、
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